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RESUMO
Visando à otimização da diagnose molecular de plântulas de cana-de-açúcar, tentou-se desen-
volver iniciadores específicos para escaldadura e ferrugem alaranjada, assim como a comparação
da PCR comum e a PCR em Tempo Real (PCR/TR) de maior resolução, importante para doenças
com grande período de latência, como as causadas por: 1- Bactérias, (a) raquitísmo-da-soqueira
(Leifsonin xyli subsp. Xyli) e (b) escaldadura (Xanthomonas aibilineans); 2- Vírus, (a) amarelinho
(Sugarc.ane Yellow Leal Vírus); (b) mosaico (Sugarcane Mosaic Vírus) e (c) fijivirus (fijí disease vírus);
3- fungo, (a) carvão (Sporisorium scitamineum) e (b) ferrugem alaranjada (Puccinia kueh/tii). As
plântulas foram obtidas do quarentenário do lAC Os iniciadores da literatura para cana-de-açúcar
detectaram especificamente o raquitismo, amarelinho, mosaico e fijivirus, enquanto os desenvol-
vidos para PCR/TR para as mesmas doenças, incluindo a escaldadura e ferrugem alaranjada,
possibilitaram a detecção com maior diluição das amostras. Os iniciadores da ferrugem alaran-
jada, além de não detectarem a ferrugem marrom., também diferenciaram a ferrugem branca do
milho. Os da escaldadura não foram específicos somente para o gênero Erunnia, enquanto que os
da literatura não diferenciaram também outras espécies dos gêneros Kanthomonas, Pseudomonas,
Enoinia, Stenotrophomona e Pantoea. A otimização das diluições para PCR/TR a partir de cDNA foi
de apenas lOX. Porém, para extratos de DNA de pLanta, foi maior, de lOOX a lOOOX,indicando a
maior sensibilidade do método. Dos 28 pares de iniciadores testados, os melhores para o agente
causal de cada doença e curvas de diluições (com eficiência de PCR de 1,05 a 1,28) são apresentados.
PALA VRAS-CHA VE: Raquitismo-da-soqueira, amarelinho, mosaico, fijivirus, carvão, ferrugem
alaranjada.
ABSTRACT
OPTIMIZA TION OF MOLECULAR DIAGNOSIS FOR VIRUS, BACTERIA AND FUNGUS
lN SUGARCANE. Aiming for optimizing the Jnolecular diagnosis of sugarcane seedlings, the
development of specific primers for scald and oré}nge rust has been tested, as well the comparison
of common PCR and the RT/PCR óf hígher resolution (Real Time PCR), important for diseases
with extended latent period), such as those caused by: 1 - Bactéria, (a) ratoon stunting disease
(Leifsonin xyli subsp. xyli) and (b) sugarcane leaf scald (Xanthomonas albilineans) 2 - Viruses, (a)
yellowing (Sugarcane Yellow Leal Virus), (b) mosaic (Sugarcane Mosaic Vírus) and (c) fijivirus (fiji
diseasefijiuirus) 3 - Fungus, (a) smut (Sporisorium scitamineum) and (b) orange rust (Puccinia kueJl1!Íl)
has been compared. Seedlings were obtained from IAC quarantine. The sugarcane primers
from literature have detected ratoon stunting, yellowing, mosaic and fijivirus while the primers
developed for RT/PCRfor the same diseases, induding rust orange and scald, allowed the detection
of samples wíth greater dilution. The primers for orange rust, did not amplify for brown rust and
also differentiated the white rust of com. The developed primers for scald only were not specific
for the genus Enoinia, while the others from literature haven't differentiated also others specíes of
the genus Xanthomonas, Pseudomtmas, Enuinia, Stenotrophomonas and Pantoea. The optimization of
cONA dilutions for RT /PCR about 10X, but for plant DNA extract, was greater, from 100X to 1000X,
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indicating the higher sensitivity ofmethodology. From 28primer pairs tested, the best for the causal
agent of each disease and the dilution curves (pcR efficiency from 1.05 to 1.28) are presented.
KEYWORDS: Ratoon stunting dísease, sugarcane yellow leaf virus, sugarcane mosaic vírus, fiji
leaf gall, sugarcane smut, orange rust.
INTRODUÇÃO
'. . .
Como prevenção a doenças, o Instituto Agronômico
possui o setor de quarentena de mudas para certificação
de que sejam livres de fungos, vírus e bactérias. Dentre
as doenças mais importantes em cana-de-açúcar, são
conhecidas as causadas por. bactérias como a Leifoonia
xyU subsp. xyU, agente causal do Raquítísmo-da-soqueíra
ou "ratoon stuntlng dísease" (RSD) e a Xanth0m0n4s
albilineans (Ashby), responsável pela Escaldadura das
folhas ou 11sugarcane leal scald"; viroses como o luteo-
vírus &:YLV (Sugqrqznf yellow lealvtrns), agente causal
do amarelectmento mUar da cana-de-açúcar ou "Ama-
relinho", o potyvírus 6CMV (Sugar ame tnOSllic vírus) do
mosaico da cana-de-açúcar e o fijivirus (fiji âisease vírus),
ainda Mo existente no f3rasil, com histórico de grandes
prejUÍZO&i e fungos como o carvão (Sporlsorium scitamí-
neum) e a mais recente, ferrngem illar-anjada (PucciniIJ
kuehnii), Sintomas COlll() O avennelhamenta dos feixe&
vasculares do tecido nodal do raquitislllQ pode se•.
causado por outros fatores (FtlGAN et ai., 1998~ enquanto
as lÍSCé\S clorõtícas folíares com ou sem necrose, desce-
lotação avermelhada de feíxes vaseulares nos nódulos .
do colmo d~ escaldadure, podem não se manifestar n~
forma latente CW ~ tial., 1999).Oamareledrnento das
nervurasfoUares, ~ deíntemódío, amarele-
cimento e necrose follar do iUJliU'eUnho,além de serem
causados por várlpR putroB f.ttOnll, podem nau se ~
nlfestar (CHAl1!NET ~ 41·, 2OOl). Os atntomas do (Ilosaim
além de serem causados por outras 4oenças, também .
podem ser assintomáticos (XU el al., ~). Portanto, •
detecção visual de bactérias e viroses é nao conBável.
Na Uteratura há várias metodoJ~ anoIeculare8 para
q detecç!o de doerças em cana-de-açOcar, embora, de
ACOfdoCQtnoOmtrode TecnologIa Canaviein\ de firaci.
ql~ alguns inJdadares~08 ~escaldaduranaosão
especlficc6, amp1ific4\ndo algumas espécíes dos gênerai
~, Xantlrnnonas, StenotrophomcmRs, Erwinia p
Ptm~e, par~aç~ realízadas Mlétboratóriocom
iniciadores d4 I.Jl'F.M1lJRo\ (~ 2006, SAW~I et aJ.,
201(4) OCOl'fCU a cUf~ da ferrugem ~da
em~apenas.f'er'rq~~(I'. meIanoceph4la~
mas não a fenugem branca do milho (PJ~la leRe).
Os objetivos do tJabalho foram il definição e
otimização dos protocolos de análises moleculares
pAra as prinripais doenças da cana-de-açücar, tendQ
como met" 4uxiliar o dlagnõstíco de material irn~
pomdo peloi sistemas qutll'enten4rios braaUeiroe,
contrlbuíndo ÇOIJ) o desenvoívímento do aumento de
produçlp pelo pltantio di plantas de cana-de-açúcar
U~ de doenças.
MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizadas folhas de cana-de-açúcar (40
plãntulas), com cerca de 2 meses em casa-de-vegeta-
ção do Quarentenário do Instituto, ou como amostras
para controle positivo, folhas Infectadas de plantas
crescendo no campo (ou no caso do fíjívírus, DNA
de fragmento amplificado purificado de gel agaro-
se) fornecido pelo Centro de Tecnología Canavieira
de Píracícaba. A extração de DNA foi feita com o
método CfAB de DoYLEi DoYLB(1990) modificado,
e a extração de RNA total com o reagente TRI. O
cDNA foi feito de acordo com o kit GeneAmp RT-
-PCR. O PCR com os iniciadores Cxxl/Cxx2 de PAN
et ai., (1998) para raquitismo (438pb); Xalb2-f3/
R3 de DAVlS et ai., (1998) para escaldadura (44Opb);
SCMVF/R para mosaico (359pb) e FDV7F/R para
fiji (45Opb) de SMlTH; VAN os VSLDE (1994);SCRf/R
de GoNÇAlNFS et al., (2002) para amarelinho (449pb).
Para ferrugem laranja e carvão os iniciadores de-
senvolvídos pelo laboratório, respectivamente para
754 e 511pb de SAWAZAKl et ai. (2010a), SAWAZAKJ et
111. (2010b): RORF e RORRi CF e CR. Os fragmentos
amplífícadoa de cada doença, clonados em pGEM -T
e sequencíados QF699508-JF699512) foram utilízados
para as curvas de diluição. As PCRs foram feitas em
volume de 15 .-l.. utilizando-se cerca de 20-50 ng de
DNA ou 2-4 ~L da reação de cDNA, com Iniciado-
res naconcentração final de O,~f1M cada, lmM de
MgCI2, IX tampão de PCR, OJ2mM dNTP (0,0 para
~.DNA) e 1,0 unidade de Taq DNA polyrnerase nas
condições de 9411 C por 4 minutos, 35/40 ciclos de
40 segundos a 94° C e, dependendo dos Iniciadores,
4Os.!t mín a 50-6{)0 C e Imín a 72°C, mais uma etapa
final de 5 mínutos a 72° C. Os melhores ínicíadores
desenvolvidos para aumento de especificidade fo-
ram, para escaldadura: 27Esc(TfGJ\J\GAGTGGAG
GTGCCGGTG)/571Esc(GGCAOACCTGCATCGC
TCAGT) e i4Esc(CGGTGCGGCGITGGA T)/55QEs
c(CfCAGTGCCl'GCGGCGT) e para ferrugem ~Ia-
ranjada: FL57(AAAGGAGTCTGAGTIGTAA 111')/
fL7l2R(AAAGAGGATCCCAlTI ACAT).
As reações para p PCR em tempo relll foram
ottmtzadas pua um volume de 15~O.-L com 7,5
JlL do SYBR Green Master M~ e 66 nM de cada
ínícíador (Tabela 1) para o -"BI 7500, nas condições
de Ull'\a etapa de 9511 C por lQmin e 40 cíclos de 95°
C por 15seg; anelamento do <62a 560 C dependente
~08 inici"dores por 30sea Q 60" C por 4Üieg, ~ill a
curva de dissocúlI;30. _ _ .__ _ _
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Tabela1-Sequências dosprimersdesenhadosparao ensaiodePCR em temporeal.
Primer Sequência PB °C Prirner Sequência PB OC
419CarF AGGCAAAGACCCACGAA 88 49 287mosF2 AGAGCGATACATGCCACGAT 68 48
506CarR TTCCTCATCCTCACCACCAA 88 49 3S4MosR AGGCATACCCCGCTAAGCTA 68 48
294CarvF CfATTTCACGGCCGCGAAT 61 47 286MosFl CAGAGCGATACAn8CCACG 70 48
354CarvR TCCGCCAGCTCTTTCCTAA 61 47 3SSMosRl AAGGCATACCGCGCTAAG 70 48
343C.arvF AGACCTCCCGGATCGGTACT 101 53 128EscF AeJ:'CTTGCCACCACTCCT 130 53
443CarvR CTCGAGCCTTCGTCCCTCrr 101 53 257EscR GTCGCGATTGAGCAACAACG 130 53
261CarvF GCGCTCCTTGCAGATCTAAT 94 50 44EscF CGGTGCGGCGTIGCAT 104 55
354CarvR TCCGCCAGCTCTTTCGTAAT 94 50 147EscR TCAGCAGTCGTCGCAAGAG 104 55
321RaqF TTGACAACTACACAGTCCAC 97 45 470EscF GCATCATCAAGCTCGGGTGTT 102 57
417RaqR TGATCTAATCACTACfCGAA 97 4S 571EscR GGCAGACCrGCATCGCTCAGT 102 57
363RaqF TTCGGGTTCGGATCACA 77 46 128EscFl ACTCTTGCGACCACrGCTGAT 130 54
439RaqR CCGAAGTGAGCACATTGAC 77 46 257EscRl GTCGCGATTGAGCAACAAC .13054
35RaqF GCGCCCCATCrGAGACAGTA 90 53 275Fij4F GACAGTGTTCAATACfGCTAGCGATT 75 4.6
124raqR GCTCCGCACCAATGTCAATG 90 53 .349Fij4R CCATCAAGTTGAGCTTCGCTAA 75 46
314RaqF AGTGGACGCGAGCATCTTA 106 48 286FijlF ATACTGCTAGCGATTATGTC 72 41
439RaqR CCGAAGTGAGCAGATTGAC 106 48 357FijlR AACTATAACCATCAAGTTGAG 72 41
7AmF2 ACCGCrCACGAACGAATGTC 133 55 192Fij2F CTATTCGACCAACTTCTAA 64 39
139Aml{ CGCACAGCGTTTCCTCCAA 133 55 255Fij2R TGTAATCATAACCACGATAA 64 39
32AmF ACGCGCTAACCGTCGTAGACA 112 55 332FijiF CGAAGCTCAACTTGATG 110 43
143Am R TCCTCGCACAGCGTTTCC 112 55 441FijiR GGTTACGGTCAGACfGT 110 43
7AmF2 ACCGCrCACGAAGGAATGTC 61 50 lFeLRF CCfTAGTAACGGCGAGTGAA 77 42
67AmR2 ACCACfCGCCGAGTCTCTCl' 61 50 77FeLR AA TTACAACTCAGACTCCfT 77 42
32AmF ACGCGCTAACCGTCCTAGACA 108 56 501FeLF TnGATGGAATGCfTAAGATTCAGGAA 153 50
139AmR CGCACAGCGTITCCTCCAA 108 S6 6S3FeLR ACfCGCAAGCATGTTAGACTCCTTGG 153 50
211MosF CATCTCCAACATTCCGGCAA 110 48 57FeLF AAACGAGTCTGAGTTCTAATTT 66 42
320MosR TCGCTGAAGTCCATATCGTG 110 48 122FeLR TTTCAACAGACTT ATACATGGT 66 42
286MosF CAGAGCGATACATGCCACGA 69 49 572FeLF TTTATTACTGAGGATGTTG 141 44
354.M.osR AGGCATACCGCGCTAAGCfA 69 49 712FeLR AAAGACGATCCCATTTAC 141 44
RESULTADOS
o melhor iniciador para aumento da especifici-
dade da escaldadura foi o 27EscF /571EscR com ane-
lamento a 64()C por 40 segundos. Na Figura 1 estão
apresentados os fragmentos amplificados com o par
de primer 27EscF /571EscR com duas condições: A-
anelamento a 64°C por 40 segundos e B- anelamento
a 62"<: por 40 segundos, onde se verifica a amplifi-
cação do fragmento de 544pb apenas pelo DN A da
Xanthomonas aibiiineans (8) e da provável Erunnia sp.
(9), porque o BLAST dos fragmentos das bactérias 3,
7 e 9, não foi conclusivo, indicando ser ou o gênero
Pantoea ou Erwinia. Como em alguma repetição de
reação, a bactéria 7 amplificou o fragmento de 544pb,
enquanto a bactéria 6 (Pantoea sp.jEnterobacter sp.)
nunca amplificou o fragmento esperado. Provavel-
mente, a bactéria 9 é do gênero Enoinia, a menos que a
bactéria 6 seja uma enterobacter, o que indicaria a não
especificidade em relação à Pantoea. Porém, também;
a bactéria 9 pode ser uma Xanthomonas albilineans,
indicando que o par de primer 27EscF/571EscR foi
específico em relação aos gêneros estudados. Em
temperatura de anelamento a 60" C por 1 minuto,
observou-se a amplificação de vários fragmentos,
sendo comum para todos os gêneros, a amplificação
de cerca de 400 pb observada na Figura 1 para as
bactérias 3 e4 que nunca amplificaram o fragmento
esperado, mesmo sendo a bactéria 4 uma Kaniho-
mona. Portanto, o par de iniciador 27EscF/571EscR
representa um avanço, pois os da literatura, como o
primer de DAVIESet ai. (2008) da Figura 2, não dife-
renciou espécies dos gêneros Enoinia, Kanthomonas,
Pseudomonas, Stenotrophomona e Panioea.
Para-a ferrugem alaranjada, o par de iniciador
FL57F /FL7I.2R somente foi específico com anelamen-
to a 65°C..li!0: 30 segundos. Esses iniciadores, além
de não detectarem a ferrugem marrom, da mesma
forma que os da literatura (ArME,2006; SAWAZA[(]et
al., 2010), também diferenciaram a ferrugem branca
do milho com o aumento da temperatura e menor
tempo de anelarnento.
Todas as 40 amostras testadas com o PCR foram
confirmadas em tempo real. Todos os iniciadores tes-
tados permitiram a amplificação de produtos. Porém,
dos cerca de 28 pares de iniciadores, os melhores para
cada doença e curvas de diluições realizadas com
fragmentos amplificados donados em plasmídeos
estão apresentados com as Tabelas 2 a 8 de diluição
com os CT (threshold cyele) e eficiência de PCR ob-
tidos (o coeficiente R2 observado para todos foi de
0(99) para ferrugem alaranjada (2), fiji (3), mosaico
(4), amarelinho (5), raquitismo (6), escaldadura (7)
e carvão (8).
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Fig.l- Perfil de fragmentos amplificados usando-se o par de primer 27EscF/571EscR em duas condições de anelamen-
to A: 64°C/40s e B: 62"C/40s, e o DNA das bactérias: 1:-Pseudomonl1s piecogtoesicida; 2-Pseudoxantlwmonas sltwonensis;
3-Envinía sp/pantoea sp.; 4- Kanihomonas sp.;.5-Stenotrophomonas maliophilia; 6-Pantoea spjEnterobacter sp.; 7- Erunnia sp/
Pantoea sp.; 8-Xanthomonas albilineans; 9-Xanthomonas alullineans/Enoinia sp./pantoea sp.; 10-controle negativo; P- Padrão
de 100pb (Ludwig Biotec).
Fig. 2-Perfil de PCR de fragmentos amplificados com os primers de Dxviser aI., 1998e o DNAdas bactérias: 1 e 2,con-
trole positivo de folha infectada com escaldadura; 3- controle negativo de folha sadia; 4-Pseudoxanthomonas suuionensis
ou sp.; S-Pantoea sp./ Erunnia sp.; 6- Panioeá sp/Enuínia 'sp: 7-Xaitlhomonas sp.; 8-Pseudomonas putida/P. sp., 9-Pantoea
agglomeransjP. sp.; 10-Stenotrophomonas maltophilia; 11- XanthomolUls albílineans; 12- Xanthomonas albilineans; 13-Xanthcr
monas albilineans; 14- Pantoea sp.f Erunn ia sp.; 15-Pantoea sp/Enuinia sp.
Tabela 2 - Dados da curva de diluição para o iniciador 57FLF/ll2F.LR para a ferrugem alaranjada.
Detector Diluição cr No. copia plasmídeo Log no. plasmfdeo
FL57/122 100.000 20,00 36.000.000 7,56
FL57/122 1.000.000 23,88 3.600.000 6,56
FL57/122 1.000.000 24,18 3.600.000 6,56
FL57/122 10.000.000 26,26 360.000 5,56
FL57/122 10.000.000 26,26 360.000 5,56
FL57/122 100.000.000 29,36 36.000 4,56
FL57/122 100.000.000 29,36 36.000 4,56
FL57/122 1.000.000.000 32,27 3.600 3,56
FL57/122 10.000.000.000 35,23 360 2,56
FL57/122 NTC Indeterminado
FL57j122 NTC lndeterminado
A curva de diluição forneceu a eficiência de
PCR de 1,12. A leitura dos CTs de 5 diluições de
DNA de amostra de ferrugem laranja: 20X para
5/ ~L; 100X/ 5,0/ ~L; 100X/l,0/ ~L; lOOOX/5,0/
~L; 1000/1,0/IlL, forneceram os respectivos CT
de 34,52; 26,05; 25,73; 26,26 e 28,36, indicando
a otimização na faixa das diluições de 100X a
1.000X.
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de 1,14 e 1,13. As amostras de cDNA do amarelinho
mostraram os melhores resultados com 1 J.1Lsem
diluição até 2-5 IlL de amostra diluída ~penas 10X,
indicando novamente que para amostras de cDNA
não foi possível fazer muita diluição.
Foi observada para o iniciador 128EscF /257EscR
da escaldadura a eficiência PCR del,12, enquan-
to para os iniciadores 343CarF / 443CarvR e
261CarvF/354CarvR do carvão e as respectivas
eficiências de PCR de 1,18 e 1,20.
CONCLUSÃO
Os iniciadores da literatura para cana-de-açúcar
detectaram especificamente o raquitismo, amareli-
nho, mosaico e fijivirus, enquanto os desenvolvidos
para PCR/TR para as mesmas doenças, incluindo a
escaldadura e ferrugem alaranjada, possibilitaram a
detecção com maior diluição das amostras.
O par de iniciadores FL57F /FL712R desen-
volvido para ferrugem alaranjada, além de não
detectar a ferrugem marrom, também diferenciou
a ferrugem branca do milho. O par de iniciadores
27EscF/571EscR para escaldadura somente não foi
específico para o gênero Enoinia, enquanto os da lite-
ratura não diferenciam também espécies dos gêneros
Xanthomonas, Pseudomonas, Erunnia, Stenotrophomona
e Panioea.
A otimização das diluições para PCR/TR a partir
de cDNA foi de apenas 10X, porém, para extratos
de DNA de planta, foi bem maior, de 100X a 1000X,
indicando a maior sensibilidade do método.
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Foi observada para o iniciador 32,33, indicando que as leituras a partir do cDNA
332FijiFj 441FijiR do fijivirus a eficiência de PCR não permitiram muita diluição.
de 1,09,enquanto para os iniciadores do mosaico, Foram observadas para os iniciadores
286MosF1j355MosR1 e 287MosF j354MosR, as 32AmarFj139ArnarjR e 7ArnarF2j67AmarR2, as
respectivas eficiência PCR de 1,0~ e 1,05. Para 51!L respectivas eficiências PCR de 1,19e 1,28,enquanto
de cDNA de 5 amostras de mosaico diluídas 10X. para os iniciadores do raquitismo 334RaqF/ 439RaqR
foram observados os CTs de 31,22; 31,55; 31,50; e 363RaqF/439RaqR, as respectivas eficiênciasPCR
Tabela 3- Dados da curva de diluição para o iniciador 332FijiF / 441 FijiR do fijivirus 286MosF1/355MosRl do mosaico.
Detector Diluição CT
No. cópia
Logplasm Detector Diluição CT
No. cópia Log.
Plasmfdeo plasmfdeo plasm
Fij332/491 1.000.000 19,93 4.000.000 6,6 Mos286/354 1.000.000 20,55 2.500.000 6,31
Fij332/491 1.000.000 20,14 4.000.000 6,6 Mos286/354 1.000.000 21,02 2.500.000 6,31
Fij332/491 10.000.000 23,58 400.000 5,6 Mos286/354 10.000.000 24,00 250.000 5,31
Fij332/491 10.000.000 24,24 400.000 5,6 Mos286/354 10.000.000 24,00 250.000 5,31
Fij332/491 100.000.000 26,11 40.000 4,6 Mos286/354 100.000.000 27,41 25.000 4,31
Fij332/491 l00.0m.OOO 26,8 40.000 4,6 Mos286/354 100.000.000 27,41 25.000 4,31
Fij332/491 1.000.000.000 29,23 4.000 3,6 Mos2B6/354 1.000.000.000 30,33 2.500 3,31
Fij332/491 1.000.000.000 29,23 4.000 3,6 Mos286/354 1.000.000.000 30,33 2.500 3,31
fij332/491 10.סס0000000 32,04 400 2,6 Mos286/354 10.סס0000000 33,55 250 2,31
Fij332/491 10.000000<XXJ 33,06 400 2,6 Mos286/354 10.סס0000000 33,72 250 2,31
Fij332/491 NTC Indeterm Mos286/354 NTC Indeterm
Fij332/491 NTC Indeterm Mos286/354 NTC lndeterm
Tabela 4 - Dados da curva de diluição para o indiciador 32AmarF /139Amar/R do amarelinho.
Detector Diluição cr No. cópia Log Detector Diluição CT No. cópia Logplasm
plasm plasm plasmldeo
Am32/139 100.000 18,42 34.000.000 7,53 Raq334/439 100.000 17,81 2.970.000 6,47
Am32/139 100.000 18,46 34.000.000 7,53 Raq334/439 100.000 18,21 2.970.000 6,47
Am32/139 1.000.000 21,26 3.400.000 6,53 Raq334/439 1.000.000 20,38 297.000 5,47
Am32/139 1.000.000 20,63 3.400.000 6,53 Raq334/439 1.000.000 20,38 297.000 5,47
Am32/139 10.000.000 23,30 340.000 5,53 Raq334/439 10.000.סס00 23,14 29.700 4,47
Am::l2/139 10.000.000 23,09 340.000 5,53 Raq334/439 •.10.000.סס00 23,14 29.700 4,47
Am32/139 1.00.000.000 26,34 34.000 4,53 Raq334/439 100.000.000 25,39 2.970 3,47
Am32/139 100.000.000 26,21 34.000 4,53 Rag334/439 100.000.000 25,39 2.970 3,47
Am32/139 1.000.000.00 29,40 3.400 3,53 Raq334/439 , 1·000·000.000 29,41 297 2,47
Am32/139 10.00.000.000 32,40 340 2,53 Raq334/439 1.000.000.000 29,41 297 2,47
Am32/139 NTC 38,51 Raq334/ 43~ ~ NTC indeterm
Am32/139 NTC 37,58 Raq334/439 NTC indeterm
Tabela 5- Dados da curva de diluição para o iniciador 128EscF /257EscR da escaldadura,
Detector Diluição CT
No. cópia
Logplasm Detector Diluição CT
No. cópia
Logplasm
plasmideo plasmideo
Escl28/258 1.000.000 18,80 3.500.000 6,54 261/354 10.000.000 18,80 180.000 6,26
Esc128/257 1.000.000 18,80 3.500.000 6,54 261/354 10.000.000 18,80 180.000 6,26
Escl28/257 10.000.000 21,40 350.000 5,54 261/354 100.000.000 21,46 18.000 5,26
Esc128/257 10.000.000 22,09 350.000 5,54 261/354 100.000.000 22,09 18.000 5,26
Esc128/257 100.000.000 25,00 35.000 4,54 261/354 1.000.000.000 25.59 1.800 4,26
EscI28/257 100.000.000 25,00 35.000 4,54 261/354 1.000.000.000 25,63 1.800 4,26
Esc128/257 1.000.000.000 28,10 3.500 3,54 261/354 10.000.000.000 30,07 180 3,26
Escl28/257 1.000.000.000 28,90 3.500 3,54 261/354 10.000.000.000 30,07 180 3,36
Esc128/257 10.000.000.000 31,08 350 2,54 261/354 100.000.000.000 35,59 18 2,26
Esc128/257 10.000.000.000 31,08 350 2,54 261/354 100.000.000.000 30,07 18 2,26
Escl28/257 NTC 37,8 261/354 NTC indeterm
EscI28/257 NTC Indeterm 261/354 NTC indeterm
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